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Resumen

La resistencia antimicrobiana ha impulsado la busqueda de sustancias de origen vegetal
con posible actividad antibacteriana. El objetivo fue determinar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto etanolico de hojas de Brassica oleracea (col morada)
frente a Escherichia coli y Salmonella enterica. Se realiz6 un estudio cuantitativo,
aplicado y experimental. Se evaluaron concentraciones de 25 %, 50 % y 75 %, con
dimetilsulfoxido como control negativo y ciprofloxacino de 5 pg como control positivo;
cada condicion se ensay6 diez veces por cepa. Se efectuaron tamizaje fitoquimico y
difusion en agar por pozos, y los halos se analizaron mediante ANOVA, prueba de Levene
y T3 de Dunnett. El extracto presentd6 compuestos fendlicos, alcaloides, lactonas a,p-
insaturadas, taninos, antocianinas, flavonoides y saponinas. Frente a Escherichia coli, las
tres concentraciones registraron 6,00 mm, sin inhibicion adicional respecto del control
negativo. Frente a Salmonella enterica, el extracto al 25 % no difirié del control, mientras
que las concentraciones de 50 % y 75 % alcanzaron 8,14 mm y 10,04 mm,
respectivamente (p < 0,001). El ciprofloxacino produjo halos de 37,39 mm y 33,07 mm
y fue superior a todos los tratamientos. Se concluy6 que el extracto mostro actividad
antibacteriana selectiva y de baja magnitud frente a Salmonella enterica, mas evidente al
75 %, pero no frente a Escherichia coli. Su efecto fue muy inferior al ciprofloxacino, por
lo que los hallazgos deben considerarse preliminares y requieren la estandarizacion
quimica del extracto y la determinacion de sus concentraciones minima inhibitoria y

minima bactericida.

Palabras clave: Antibacterianos; Extractos vegetales; Escherichia coli; Salmonella enterica;

Resistencia a los antimicrobianos.



Abstract

Antimicrobial resistance has increased interest in plant-derived substances with potential
antibacterial activity. This study aimed to determine the in vitro antibacterial activity of
the ethanolic extract of Brassica oleracea (red cabbage) leaves against Escherichia coli
and Salmonella enterica. A quantitative, applied, experimental study was conducted.
Extract concentrations of 25%, 50%, and 75% were tested, with dimethyl sulfoxide as the
negative control and ciprofloxacin 5 pg as the positive control; each condition was
assayed ten times per strain. Phytochemical screening and agar well diffusion were
performed, and inhibition zones were analyzed using ANOVA, Levene's test, and
Dunnett's T3. The extract contained phenolic compounds, alkaloids, o,B-unsaturated
lactones, tannins, anthocyanins, flavonoids, and saponins. Against Escherichia coli, all
three concentrations measured 6.00 mm, with no additional inhibition relative to the
negative control. Against Salmonella enterica, the 25% extract did not differ from the
control, whereas the 50% and 75% concentrations produced inhibition zones of 8.14 mm
and 10.04 mm, respectively (p < 0.001). Ciprofloxacin produced zones of 37.39 mm and
33.07 mm and outperformed all extract treatments. The extract showed selective, low-
magnitude antibacterial activity against Salmonella enterica, most evident at 75%, but no
activity against Escherichia coli. Its effect was substantially lower than that of
ciprofloxacin; therefore, these findings should be considered preliminary and warrant
chemical standardization of the extract and determination of its minimum inhibitory and

minimum bactericidal concentrations.

Keywords: Anti-Bacterial Agents; Plant Extracts; Escherichia coli; Salmonella enterica;

Antimicrobial Resistance.



. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

Las infecciones causadas por Escherichia coli y Salmonella enterica constituyen un
problema de salud publica, debido a que ambas bacterias se encuentran entre los agentes
responsables de enfermedades gastrointestinales frecuentes (1). Tras ingresar al sistema
digestivo humano, pueden ocasionar diversos signos y sintomas (2), desde cuadros
diarreicos hasta complicaciones graves, como el sindrome urémico hemolitico o la

septicemia (3).

A escala mundial, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informa que los alimentos
contaminados ocasionan aproximadamente 420 000 muertes (4). La deteccidén de
Escherichia coli y Salmonella enterica en alimentos de consumo habitual representa un
desafio para paises como China, Japon e India (5), donde algunos reportes sefialan
porcentajes de hasta 60 % (6). En Europa, la contaminacion por estas bacterias continda
siendo relevante y comprende cerca del 25 % de los casos reportados (7). Estados Unidos
y México también registran numerosos brotes alimentarios asociados con ambos
patégenos (8). En México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE)
notificO 92 013 casos vinculados con Salmonella enterica entre 2000 y 2017,
principalmente en zonas de bajos recursos; ademas, se identificd la carne fresca como una
fuente frecuente y se documento resistencia a antibioticos en diversos aislamientos (9).
En Argentina y Brasil también se ha informado la presencia de Escherichia coli (10), con

una frecuencia de 11,5 % segun los reportes citados (11).

En el Perd, aproximadamente uno de cada cien habitantes presenta trastornos
relacionados con el consumo de alimentos contaminados. Factores como la rapida
urbanizacion, el estilo de vida sedentario y el incremento del consumo de alimentos fuera
del hogar aumentan el riesgo de exposicion (12). Esta situacion se agrava por las
deficiencias en educacion sobre inocuidad alimentaria y por una regulacion insuficiente
de la calidad de los alimentos. Segun el Instituto Nacional de Salud, el 72,3 % de las
bacterias identificadas presentd resistencia a antibioticos (13), mientras que otro informe
sefialo resistencia a farmacos en el 46,5 % de los aislamientos de Escherichia coli (12,14).
Asimismo, los grupos mas vulnerables a la salmonelosis invasiva fueron los menores de
edad, con una incidencia de 14,3 %, y los adultos mayores de 65 afios, con 24,3 % (15).

En este contexto, estudiar la actividad antibacteriana de extractos vegetales puede aportar



evidencia experimental sobre alternativas naturales, accesibles y potencialmente
sostenibles; no obstante, cualquier aplicacion terapéutica requerira evaluaciones

posteriores.

1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general

¢Cual es la actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Brassica
oleracea (col morada) sobre Escherichia coli y Salmonella enterica?

1.2.2. Problemas especificos

= ¢ Qué metabolitos secundarios estan presentes en el extracto etanolico de hojas
de Brassica oleracea (col morada), segun el analisis fitoquimico?

= ¢Cudl es la actividad antibacteriana del extracto etanolico de hojas de Brassica
oleracea (col morada) sobre Escherichia coli a concentraciones de 25 %, 50 %
y 75 %?

= ¢Cudl es la actividad antibacteriana del extracto etanolico de hojas de Brassica
oleracea (col morada) sobre Salmonella enterica a concentraciones de 25 %,
50 %y 75 %?

= ¢Cudl es la actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Brassica
oleracea (col morada), en comparacion con el ciprofloxacino de 5 pg, sobre

Escherichia coli y Salmonella enterica?

1.3. Justificacién de la investigacion

1.3.1. Justificacion teorica
La justificacion tedrica del estudio radicd en ampliar el conocimiento sobre las

caracteristicas fitoquimicas y la posible actividad antibacteriana del extracto etandlico
de hojas de Brassica oleracea (col morada) frente a Escherichia coli y Salmonella
enterica. Asimismo, se buscO aportar informacion que pueda sustentar futuras

investigaciones sobre alternativas accesibles en contextos con recursos limitados.

1.3.2. Justificacion metodoldgica
Desde el punto de vista metodoldgico, se emplearon pruebas in vitro con un enfoque

cuantitativo para medir los halos de inhibicion producidos por el extracto etandlico de
hojas de col morada. Este procedimiento permitié obtener datos objetivos y comparar

la respuesta antibacteriana observada entre las concentraciones evaluadas.



1.3.3. Justificacién practica
En el &mbito préctico, los resultados aportan informacion preliminar que puede

orientar futuras investigaciones sobre el uso responsable de extractos naturales frente

a bacterias de interés sanitario, especialmente en contextos con acceso limitado a

medicamentos. Sin embargo, su eventual aplicacion terapéutica requiere estudios

adicionales de eficacia, seguridad y dosificacion.

1.4. Objetivos de la investigacion

1.4.1. Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Brassica

oleracea (col morada) sobre Escherichia coli y Salmonella enterica.

1.4.2. Objetivos especificos

Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de hojas
de Brassica oleracea (col morada), segun el analisis fitoquimico.

Determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Brassica
oleracea (col morada) sobre Escherichia coli a concentraciones de 25 %, 50 % y
75 %.

Determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Brassica
oleracea (col morada) sobre Salmonella enterica a concentraciones de 25 %, 50
%Yy 75 %.

Comparar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Brassica
oleracea (col morada) con la del ciprofloxacino de 5 pg sobre Escherichia coli y

Salmonella enterica.

1.5. Hipdtesis de la investigacion

1.5.1. Hipdtesis general

H1: El extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea (col morada) presenta actividad

antibacteriana sobre Escherichia coli y Salmonella enterica.

HO: EIl extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea (col morada) no presenta

actividad antibacteriana sobre Escherichia coli ni Salmonella enterica.



1.5.2. Hipotesis especificas

H2: El extracto etanolico de hojas de Brassica oleracea (col morada) contiene

metabolitos secundarios con potencial actividad antibacteriana.

H3: El extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea (col morada) presenta actividad

antibacteriana, a concentraciones de 25 %, 50 % y 75 %, sobre Escherichia coli.

H4: El extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea (col morada) presenta actividad

antibacteriana, a concentraciones de 25 %, 50 % y 75 %, sobre Salmonella enterica.

H5: La actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea (col
morada) es mayor que la del ciprofloxacino de 5 g sobre Escherichia coli y Salmonella

enterica.

1.6. Antecedentes

1.6.1. Antecedentes internacionales

Zaineb A.y Rasha M. (16) evaluaron, en Irak, la actividad antibacteriana de extractos de
Brassica oleracea var. frente a Staphylococcus epidermidis y Acinetobacter baumannii.
El estudio tuvo un enfoque cuantitativo y utilizé extractos de repollo rojo preparados con
etanol al 80 % y 95 %, cepas bacterianas y una guia de observacion para registrar el
andlisis antimicrobiano. El extracto obtenido con etanol al 95 % mostré la mayor
actividad frente a Staphylococcus epidermidis. La concentracion minima inhibitoria fue
de 5 mg/mL y el halo de inhibicién alcanzé 27 mm. Los autores concluyeron que el

extracto present6 potencial como agente antibacteriano natural.

Alani H. et al. (17) investigaron, en Turquia, la actividad antibacteriana de extractos de
Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra en diversos microorganismos y lineas
celulares. Mediante un disefio experimental, evaluaron tanto la actividad antimicrobiana
como la proteccion del ADN, utilizando el plasmido pBR322 expuesto a radiacion
ultravioleta y peroxido de hidrogeno. La poblacion estuvo constituida por Brassica
oleracea y cepas microbianas, y el registro se realiz6 mediante una guia de observacion.
Los extractos no mostraron actividad antibacteriana ni antifungica frente a los
microorganismos estudiados; sin embargo, presentaron actividad protectora del ADN a
50 mg/mL. Se concluyd que el extracto no evidencio actividad antibacteriana frente a las

bacterias examinadas.



Protska V. et al. (18) estudiaron, en Ucrania, la composicion de compuestos volatiles y la
actividad antimicrobiana de extractos de hojas de Brassica oleracea L. El estudio tuvo un
enfoque cuantitativo y empleé cromatografia de gases para analizar los compuestos
volatiles, ademas de pruebas de actividad antibacteriana. La poblacion estuvo constituida
por hojas de col y se utilizd una guia de observacion para el registro. Entre los compuestos
identificados destacaron el isotiocianato de alilo, la dihidropseudoionona, la ar-
turmerona, el nerolidol y el 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldehido. Los autores
concluyeron que las hojas de Brassica oleracea L. presentaron potencial para inhibir

patdégenos como Escherichia coli y Salmonella enterica.

Kavishri S. et al. (19) estudiaron extractos de Brassica oleracea en Chennai. Mediante
un disefio experimental, evaluaron la actividad antimicrobiana y citotdxica de los
extractos en cepas bacterianas, utilizando una guia de observacion. Los resultados
mostraron un halo de inhibicion de 9 mm frente a Streptococcus mutans. La citotoxicidad
aumentd con la concentracién y alcanzé su mayor nivel con 20 pL del extracto. Los
autores concluyeron que el extracto de Brassica oleracea presentd propiedades

antibacterianas.

Rahmani M. et al. (20) estudiaron, en Ir&n, extractos de Brassica oleracea obtenidos de
repollo blanco y brdcoli frente a cepas Gram positivas y Gram negativas. El estudio tuvo
un enfoque cuantitativo; los extractos se prepararon mediante el método de inmersién y
los resultados se registraron con una guia de observacion. El extracto inhibi6 el
crecimiento de Escherichia coli con un halo de 15,67 mm y el de Staphylococcus aureus
con 14,67 mm. Ademas, su efecto sobre las cepas fue comparable al de la doxiciclina.
Los autores concluyeron que los extractos presentaron potencial antimicrobiano frente a

las bacterias evaluadas.

1.6.2. Antecedentes nacionales

Castro A. (21) evalud, en Lima, la actividad antimicrobiana de extractos etandlicos y
acuosos de Psidium guajava frente a Escherichia coli. El estudio fue experimental y
prospectivo; la poblacion estuvo constituida por hojas de Psidium guajava y el registro
se realiz6 mediante una guia de observacion. Los extractos evaluados a 100 mg/mL no
produjeron actividad frente a Escherichia coli. El autor concluyé que los extractos
etanolicos y acuosos de Psidium guajava no mostraron actividad antimicrobiana frente a

esta bacteria.



Murillo A. (22) evalud, en Lima, el efecto antibacteriano del extracto de Psidium guajava
frente a Salmonella typhimurium, Salmonella infantis y Escherichia coli. El estudio tuvo
un enfoque cuantitativo y un disefio experimental; incluyé material vegetal y cinco cepas
bacterianas, y utilizd una guia de observacion para registrar los resultados del
antibiograma. Se observo halo de inhibicion en el 66,6 % de los ensayos con extracto
etandlico. El autor concluy6 que el extracto mostrd actividad antibacteriana frente a
Salmonella y Escherichia coli, aunque inferior a la producida por ciprofloxacino y

sulfametoxazol.

Marquina B. y Vilcamango A. (23) evaluaron, en Jaén, el efecto antibacteriano del
extracto de Moringa oleifera frente a Escherichia coli y Salmonella Typhi. El estudio fue
cuantitativo y experimental; la poblacién estuvo constituida por Moringa oleifera y se
empled una guia de observacion para registrar las pruebas de antibiograma. La actividad
antibacteriana aumenté con la concentracién del extracto y alcanz6 halos de hasta 17,5
mm frente a Escherichia coli y 15,6 mm frente a Salmonella. Los autores concluyeron

que el extracto presento actividad antibacteriana contra ambas cepas.

Narvéez K.y Quiroz M. (24) estudiaron, en Lima, el extracto de Rosmarinus officinalis
frente a Salmonella enterica y Escherichia coli. El estudio tuvo un enfoque cuantitativo
y un disefio experimental; la poblaciéon estuvo constituida por hojas de Rosmarinus
officinalis y cepas bacterianas, y se utilizé una guia de observacién. El extracto al 80 %
produjo halos de 10,50 mm frente a Salmonella enterica 'y 11,26 mm frente a Escherichia
coli. Ademas, se identificaron compuestos fendlicos, taninos y flavonoides. Los autores
concluyeron que el extracto redujo el crecimiento de ambas bacterias.

Paima W. y Rios A. (25) examinaron, en lquitos, extractos etanélicos de hojas y rizomas
de Dryopteris filix-mas frente a diversas cepas bacterianas. El estudio tuvo un enfoque
cuantitativo y un disefio experimental; la poblacion estuvo constituida por Dryopteris
filix-mas y el registro se realizo mediante una guia de observacion. El extracto del rizoma
mostro actividad moderada frente a Salmonella typhimurium, con un halo de 15 mm, y
frente a Escherichia coli, con 12,8 mm. También se identificaron compuestos bioactivos
como fenoles, saponinas y catequinas. Los autores concluyeron que el extracto presento

actividad antibacteriana frente a ambas bacterias.



1.7. Bases tedricas

Generalidades de Brassica oleracea: La col morada pertenece a la familia Brassicaceae
y se cultiva ampliamente por sus hojas comestibles, caracterizadas por una coloracién
morada o rojo oscuro. Esta variedad contiene nutrientes esenciales y es apreciada tanto
en la alimentacion como en practicas tradicionales. Su cultivo se distribuye en diversas

regiones del mundo, principalmente en climas templados (26).

""

Figura 1. Brassica oleracea

Nota. Fotografia del material vegetal utilizado en el estudio. Elaboracion propia.

Caracteristicas botanicas: Brassica oleracea es una planta herbacea bienal de la familia
Brassicaceae. Presenta una amplia variabilidad morfoldgica, de la que derivan formas
cultivadas como el repollo, la col rizada, el brocoli, la coliflor y las coles de Bruselas (27).
En estado silvestre, posee hojas grandes y carnosas, de color verde y con bordes lisos o
ligeramente ondulados. Su sistema radicular es pivotante y presenta una raiz principal

cuyo grosor varia segun el cultivo (28).

Composicion nutricional y quimica: La col morada constituye una fuente de vitaminas
y minerales, entre los que destaca la vitamina C por su participacion en el funcionamiento
del sistema inmunolégico (29). También contiene potasio, calcio y magnesio. Su color
caracteristico se relaciona con la presencia de antocianinas, compuestos flavonoides con

actividad antioxidante (30).

Propiedades medicinales: Los glucosinolatos y sus productos de degradacion, como los
isotiocianatos, han sido estudiados por sus posibles efectos antioxidantes,
antiinflamatorios y protectores frente al dafio celular (31). Asimismo, el contenido de
fibra, potasio y compuestos antioxidantes de Brassica oleracea se ha relacionado con

beneficios potenciales para la salud cardiovascular y digestiva (32).



Propiedades antibacterianas: La col morada contiene compuestos bioactivos, como
antocianinas y glucosinolatos, que han sido investigados por su posible capacidad para
inhibir el crecimiento de microorganismos. Algunos estudios han evaluado extractos de
Brassica oleracea frente a bacterias patdgenas, entre ellas Escherichia coli y Salmonella
enterica, lo que ha incrementado el interés por su potencial como fuente de agentes

antimicrobianos naturales (33).

Metodos de extraccion de compuestos de Brassica oleracea: Los compuestos
bioactivos pueden obtenerse mediante procedimientos como la maceracion, la destilacion
y la extraccion con solventes. En la maceracion, las hojas frescas o secas se mantienen en
contacto con solventes como etanol o metanol. La destilacion se utiliza principalmente
para recuperar componentes volatiles, aunque su aplicacién es menos frecuente en
Brassica oleracea debido a su bajo contenido de aceites esenciales. La extraccion con
etanol, metanol o cloroformo permite recuperar distintos compuestos segun su polaridad.
La seleccion del método depende de la naturaleza de los componentes de interés y del

propésito del analisis (34).

Cultivo e impacto ambiental: Brassica oleracea puede cultivarse en diversos tipos de
suelo, aunque se desarrolla mejor en suelos fértiles y bien drenados, con un pH entre 6,0
y 7,5. Para un crecimiento adecuado requiere, por lo general, un clima templado, con
temperaturas entre 15 °C y 20 °C. Se ha descrito que su cultivo puede integrarse en
sistemas agricolas rotativos y contribuir al manejo sostenible del suelo, siempre que se

apliguen précticas agrondémicas apropiadas (35,36).

Aplicaciones de Brassica oleracea en la prevencion de enfermedades cronicas:
Debido a su contenido de antioxidantes, fibra y glucosinolatos, el consumo de Brassica
oleracea ha sido estudiado en relacion con la salud cardiovascular, el metabolismo de la
glucosa y la prevencién del dafio celular. Los isotiocianatos derivados de los
glucosinolatos han mostrado propiedades de interés en investigaciones sobre procesos
carcinogénicos (37). Asimismo, la fibra dietética contribuye a la funcion digestiva y al
control metabolico, por lo que su consumo puede formar parte de una alimentacion
saludable (38).

Escherichia coli: Es una bacteria que forma parte de la microbiota intestinal; sin
embargo, determinadas cepas patdgenas pueden ocasionar diarrea, infecciones urinarias

y otras enfermedades. Algunas cepas productoras de toxina Shiga pueden causar



sindrome urémico hemolitico, una complicacion grave que afecta principalmente a los

rifiones (39).

Tabla 1. Caracteristicas de Escherichia coli

Categoria Descripcién
Clasificacién Gram negativa, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae.
Morfologia Bacilo de aproximadamente 2 um de longitud. Muchas cepas poseen flagelos peritricos que

les confieren movilidad.

Cepas patogenas

Las cepas patégenas pueden causar diarrea, infecciones del tracto urinario y otras
infecciones extraintestinales; algunas cepas productoras de toxina Shiga pueden ocasionar
sindrome urémico hemolitico.

Depende de factores de virulencia como adhesinas, toxinas, sistemas de secrecion y

Patogenia . - " , .

Y capacidad de invasion, segun el patotipo.
Enfermedades Diarrea, colitis hemorragica, infecciones del tracto urinario, bacteriemia y sindrome
asociadas urémico hemolitico, entre otras.

Tratamiento

Depende del tipo de infeccion y del perfil de susceptibilidad. En cuadros diarreicos, el
manejo puede incluir hidratacion y tratamiento de soporte; el uso de antibidticos se valora
segln el patotipo y la gravedad.

Resistencia a

Algunas cepas presentan resistencia a maltiples antibidticos; por ello, la seleccion del

antibidticos tratamiento debe considerar las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.
Diagnéstico Se realiza mediante cultivo, pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y, cuando
corresponde, técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa.
. Incluye higiene de manos, manipulacién y coccion segura de alimentos, consumo de agua
Prevencion ye g P Y g g

segura y medidas adecuadas de saneamiento.

Salmonella enterica: Es una bacteria Gram negativa del género Salmonella y constituye

uno de los principales agentes de salmonelosis. Su capacidad para sobrevivir en diferentes

ambientes favorece la transmision a través de la cadena alimentaria. La infeccién afecta

principalmente el sistema gastrointestinal y puede causar diarrea, fiebre, dolor abdominal,

calambres y vomitos. En casos graves, la bacteria puede diseminarse al torrente sanguineo

y producir bacteriemia, septicemia u otras infecciones sistémicas. Por ello, Salmonella

enterica representa un patdégeno de importancia para la salud publica, especialmente ante

el incremento de la resistencia a los antibidticos (40).

Tabla 2. Caracteristicas de Salmonella enterica

Categoria Descripcion
Clasificacion Gram negativa, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae.
Morfologia Bacilo de 2 a 5 um de longitud. La mayoria de los serovares posee flagelos y presenta

movilidad.

Cepas patogenas

Salmonella enterica comprende diversos serovares patogenos, entre ellos Typhimurium,
Enteritidis y Typhi, responsables de enfermedades en seres humanos y animales.

Su patogenicidad se relaciona con la invasion del epitelio intestinal, la induccion de una

Patogenia . . . . S

9 respuesta inflamatoria y, en determinados serovares, la capacidad de diseminacidn sistémica.
Enfermedades . e . - N . .
asociadas Salmonelosis no tifoidea, fiebre entérica y bacteriemia, entre otras manifestaciones.




Categoria Descripcion

La mayoria de los cuadros gastrointestinales no complicados recibe tratamiento de soporte.
Tratamiento Los antibiéticos pueden indicarse en casos graves, sistémicos o en grupos de riesgo, de
acuerdo con el perfil de susceptibilidad.

Resistencia a Se han identificado cepas resistentes a maltiples antibiéticos mediante la adquisicion y
antibioticos transmisién de genes de resistencia.

Se realiza mediante el cultivo de muestras clinicas y pruebas de susceptibilidad

Diagnostico S . ) , - S
g antimicrobiana; pueden emplearse métodos moleculares segun la disponibilidad.

Incluye coccion y almacenamiento adecuados de los alimentos, higiene de manos, prevencién

Prevencion X
de la contaminacion cruzada y consumo de agua segura.

Sensibilidad bacteriana: Se refiere a la respuesta de una bacteria frente a un agente
antimicrobiano y permite determinar si su crecimiento es inhibido en condiciones
estandarizadas. Puede evaluarse mediante métodos como la difusion en agar o la
microdilucion. En estas pruebas se observan zonas de inhibicion o cambios en la
viabilidad bacteriana, lo que contribuye a comparar la actividad de las sustancias

evaluadas y, en el contexto clinico, a orientar la seleccion del tratamiento (41).

Solvente: Es una sustancia, generalmente liquida, capaz de disolver otros componentes y
formar una mezcla homogénea. En la extraccion de productos naturales, la eleccion del
solvente depende de la polaridad de los compuestos que se desean recuperar. El etanol,
por ejemplo, se utiliza para extraer flavonoides, alcaloides y otros metabolitos
secundarios. Una seleccion adecuada favorece el rendimiento de la extraccion y la

obtencion de concentraciones suficientes para evaluar la actividad bioldgica (42).

Halos de inhibicién: Son zonas circulares sin crecimiento microbiano que se forman
alrededor de discos 0 pozos que contienen una sustancia antimicrobiana. Se observan en
ensayos de difusion en agar y su diametro, expresado en milimetros, se utiliza como
indicador de la actividad inhibitoria. Un halo mayor refleja una mayor inhibicion bajo las
condiciones del ensayo, mientras que la ausencia de un halo adicional puede indicar falta

de actividad o una difusion limitada del compuesto en el medio (43).

Escala de McFarland: Es un sistema de referencia utilizado para estandarizar la turbidez
del in6culo bacteriano en pruebas microbiologicas. El estandar 0,5 de McFarland
corresponde aproximadamente a 1,5 x 10® unidades formadoras de colonias por mililitro.
Su empleo permite preparar suspensiones bacterianas comparables y reducir la
variabilidad asociada con la cantidad de microorganismos inoculados en pruebas de

difusion o microdilucion (44).

Extracto vegetal: Es una preparacion obtenida a partir de material vegetal mediante

procedimientos como la maceracion, la destilacion o la extraccion con solventes. Puede
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contener flavonoides, alcaloides, terpenos, compuestos fendlicos y otros metabolitos. Su
composicion y concentracion dependen de la especie vegetal, la parte utilizada y las

condiciones del proceso de extraccion (45).

Agar: Es un polisacérido obtenido de determinadas algas rojas y utilizado en
microbiologia para preparar medios de cultivo solidos. Al formar una matriz estable,
proporciona una superficie sobre la cual pueden crecer y aislarse microorganismos. Esta
propiedad lo convierte en un componente fundamental de los ensayos de sensibilidad
antimicrobiana y de otras pruebas microbiol6gicas realizadas en condiciones controladas
(46).

In vitro: Se refiere a los experimentos realizados fuera de un organismo vivo, en
condiciones controladas de laboratorio. Este tipo de ensayo permite evaluar de manera
directa la respuesta de células, tejidos o microorganismos frente a una sustancia y facilita
la estandarizacion de las condiciones experimentales. No obstante, sus resultados
representan evidencia preliminar y no equivalen, por si solos, a eficacia terapéutica en

seres humanos (47).
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Il. METODOLOGIA

2.1. Enfoque investigativo
El estudio tuvo un enfoque cuantitativo, debido a que la actividad antibacteriana se evalud

mediante mediciones numeéricas del diametro de los halos de inhibicion, expresadas en
milimetros. Los datos obtenidos en los ensayos experimentales se organizaron y
analizaron con procedimientos estadisticos descriptivos e inferenciales, de acuerdo con

los grupos de tratamiento comparados (50).

2.2. Tipo de investigacion
La investigacion fue de tipo aplicada, porque genero evidencia experimental sobre la

actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea frente a
bacterias de interés sanitario. Los hallazgos se plantearon como informacion preliminar
para investigaciones posteriores y no como demostracion de eficacia terapéutica en seres

humanos (48).

2.3. Disefio de investigacion

El disefio fue experimental in vitro y comparativo. Se manipulé la variable independiente
mediante cinco condiciones: extracto etandlico al 25 %, 50 % y 75 %, ciprofloxacino de
5 pg como control positivo y dimetilsulféxido como control negativo. La variable
dependiente fue el diametro del halo de inhibicién producido frente a Escherichia coli y
Salmonella enterica. Cada cepa se analiz6 de manera independiente para comparar la

respuesta entre los tratamientos (49).
2.4. Poblacion y criterios de seleccién
Poblacion

Material vegetal: La poblacion estuvo constituida por 5 kg de Brassica oleracea (col
morada) procedentes del departamento de Junin.

Material biolédgico: La poblacién bioldgica estuvo constituida por las cepas de referencia
Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella enterica ATCC 51741.

Criterios de inclusién

Material vegetal:

e Hojas reconocidas taxondmicamente como Brassica oleracea (col morada).
e Hojas sin impurezas perceptibles, deterioro evidente ni signos de contaminacion

bioldgica.
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e Material vegetal procedente del departamento de Junin.

Material biolégico:

e Cepas bacterianas de referencia, identificadas y estandarizadas por la American Type
Culture Collection (ATCC).

e Cepas viables, conservadas de acuerdo con las indicaciones del proveedor y dentro
de su periodo de uso.

Criterios de exclusién
Material vegetal:

e Tallos, raices u otras partes de Brassica oleracea distintas de las hojas.

e Muestras de procedencia distinta del departamento de Junin o con deterioro visible.

Material biolégico:

e Aislamientos bacterianos de origen clinico no estandarizados para el estudio.
e Otras especies bacterianas, cepas fungicas o cultivos con evidencia de

contaminacion.
2.5. Muestra, muestreo y unidad de analisis

Se empled un muestreo no probabilistico e intencional, basado en la disponibilidad del

material vegetal y en el cumplimiento de los criterios de seleccion establecidos (51).

Muestra vegetal: Se selecciond 1 kg de hojas de Brassica oleracea (col morada) para la

preparacion del extracto etandlico.

Muestra microbioldgica: Se utilizaron 20 placas Petri, distribuidas en 10 placas para

Escherichia coli y 10 para Salmonella enterica.

Repeticiones experimentales: Para cada cepa se registraron 10 mediciones en cada una
de las cinco condiciones de tratamiento. Por tanto, la base de datos quedd constituida por
50 observaciones para Escherichia coli y 50 para Salmonella enterica, con un total de
100 mediciones de halos de inhibicion.

Unidad de analisis: Cada medicion del diametro del halo de inhibicion, expresada en
milimetros, obtenida para una cepa y una condicion experimental.
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2.6. Variables y operacionalizacion

a) Variable independiente: tratamiento aplicado

Definicién conceptual: Condicion experimental aplicada para evaluar la actividad
antibacteriana, constituida por el extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea en

diferentes concentraciones y por los controles positivo y negativo.

Definicidn operacional: La variable se organizo en cinco categorias: extracto etanolico
al 25 %, 50 % y 75 %, ciprofloxacino de 5 pg como control positivo y dimetilsulfoxido
como control negativo. Las pruebas de solubilidad y la marcha fitoquimica se

consideraron procedimientos de caracterizacion del extracto.

Tabla 3. Operacionalizacion de la variable independiente: tratamiento aplicado

Variable independiente Componentes Indicadores Escala de medicién Categorias o valores

Extracto etanélico de hojas de

Tratamiento aplicado X Concentracion del extracto Nominal politémica 25%,50 %y 75 %
Brassica oleracea

Tratamiento aplicado Control positivo Ciprofloxacino Nominal 5 ug

Tratamiento aplicado Control negativo Dimetilsulféxido (DMSO) Nominal 50 pL

Nota. Elaboracion propia.

b) Variable dependiente: actividad antibacteriana in vitro

Definicion conceptual: Capacidad de una sustancia para inhibir el crecimiento
bacteriano en condiciones controladas de laboratorio, evaluada mediante un ensayo de

difusion en agar frente a Escherichia coli y Salmonella enterica (33).

Definicion operacional: La actividad antibacteriana se determiné mediante el didmetro
total de la zona de inhibicién alrededor de cada pozo, medido en milimetros. La medicién
se realizd por separado para Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella enterica ATCC
51741.

Tabla 4. Operacionalizacion de la variable dependiente: actividad antibacteriana in vitro

. . . . . Escala de L
Variable dependiente Dimensiones Indicador medicién Interpretacion del halo
< 8,00 mm: nula (—); 8,00-13,99 mm:
Actividad antibacteriana in Frente a Escherichia coli ATCC Diametro del halo de Razén sensibilidad limite (+); 14,00-20,00
vitro 25922 inhibicion (mm) mm: sensibilidad media (++); >
20,00 mm: sumamente sensible (+++)
< 8,00 mm: nula (-); 8,00-13,99 mm:
Actividad antibacteriana in Frente a Salmonella enterica Diametro del halo de Razon sensibilidad limite (+); 14,00-20,00
vitro ATCC 51741 inhibicion (mm) mm: sensibilidad media (++); >

20,00 mm: sumamente sensible (+++)

Nota. Elaboracion propia.
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2.7. Procedimientos y técnicas

Con la finalidad de presentar de manera ordenada la secuencia metodolégica ejecutada,
en la Figura 2 se resume el procedimiento general del estudio, desde la recoleccion del
material vegetal hasta el registro y analisis de los datos microbiologicos.
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Figura 2. Flujograma del procedimiento metodoldgico del estudio

Nota. Elaboracion propia.

Como se observaen la Figura 2, el procedimiento comprendio la recoleccion, el transporte
y el tratamiento de la muestra vegetal, la preparacion del extracto etandlico y la obtencion
del extracto seco, seguidos de la prueba de solubilidad, la marcha fitoquimica y el anélisis
microbioldgico. Esta dltima fase incluyd la activacion de las cepas bacterianas, la
preparacion del inoculo a 0,5 de McFarland, la inoculacion en agar Mueller-Hinton, la
preparacion de pozos de 6 mm vy la aplicacién de los tratamientos correspondientes, la
incubacion, la medicion del diametro de los halos de inhibicion y el registro de los datos
para su posterior analisis.

2.7.1. Técnica

La técnica de recoleccion de datos fue la observacion directa. Para la evaluacion
microbioldgica se aplicé el método de difusidn en agar por pozos, utilizando cavidades
circulares de 6 mm de diametro en agar Mueller-Hinton. Este procedimiento permitio
comparar la inhibicién producida por las tres concentraciones del extracto y por los

controles.
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2.7.2. Instrumento y control del procedimiento

El instrumento fue una guia de observacion en la que se registraron la cepa bacteriana, la
condicion experimental, el namero de repeticion y el diametro del halo de inhibicion en
milimetros. La medicién se efectu6 con un dispositivo digital. La calidad del
procedimiento se asegurd mediante el uso de cepas ATCC, la estandarizacion del in6culo
a 0,5 de McFarland, el empleo de agar Mueller-Hinton, pozos de 6 mm, condiciones
controladas de incubacion y 10 repeticiones por tratamiento. En consecuencia, no se
aplicaron pruebas psicométricas de validez o confiabilidad; se priorizaron la

estandarizacion, la reproducibilidad y el control de las condiciones experimentales (52).

2.7.3. Procedimiento experimental

Recoleccion y transporte del material vegetal: Las hojas de Brassica oleracea (col
morada) se recolectaron en el departamento de Junin. Se seleccionaron muestras en
condiciones adecuadas, que fueron protegidas en un recipiente de polietileno y con papel
Kraft durante el transporte, con la finalidad de reducir la exposicion a humedad,

contaminacion y deterioro.

Identificacion taxondémica: La identificacion del material vegetal fue realizada por un
especialista en botanica mediante la evaluacion de sus caracteristicas morfoldgicas. La
correspondencia de la muestra con Brassica oleracea quedd respaldada mediante el

certificado correspondiente.

Preparacion del extracto etandlico: Las hojas fueron seleccionadas, lavadas,
deshidratadas, molidas y pesadas. EI material se coloco en un frasco &mbar con etanol al
96 % y se mantuvo en maceracion durante 7 dias, con agitacién dos veces al dia.
Posteriormente, el preparado se filtr6 y se mantuvo a 40 °C durante 48 horas para
favorecer la evaporacion del solvente y obtener el extracto seco utilizado en los ensayos
(53).

Rendimiento del extracto: Se calculé mediante la relacién entre la masa del extracto seco obtenido
y la masa inicial de la muestra vegetal, expresada como porcentaje, de acuerdo con la formula

gravimétrica descrita por Okoduwa et al. (57).

%R T« 100
0 —FX

i
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Donde:

* Pi = peso inicial de la muestra molida.

* Pr = peso final del extracto seco obtenido.

* %R = porcentaje de rendimiento del extracto.

Prueba de solubilidad: Se utilizaron 0,5 g del extracto seco. La solubilidad se evalud
cualitativamente en solventes de diferente polaridad: cloroformo, etanol al 96 %, etanol
al 70 %, metanol, dimetilsulfoxido y agua destilada. La respuesta se registrd mediante las
categorias insoluble, baja, moderada o alta solubilidad, segun la intensidad observada
(53).

Marcha fitoquimica: Se emple6 1 mL del extracto para realizar reacciones cualitativas
destinadas a identificar antraquinonas, compuestos fendlicos, terpenos y esteroides,
alcaloides, lactonas a,f-insaturadas, taninos, antocianinas, saponinas y flavonoides. Para
los alcaloides se incluyeron las reacciones de Dragendorff, Mayer y Wagner. Los cambios
de color, la formacién de precipitados o la turbidez se registraron como ausencia,
presencia leve, moderada o abundante (54).

Preparacion de las condiciones experimentales: El extracto etandlico se prepard a
concentraciones de 25 %, 50 % y 75 %. Se incluyeron ciprofloxacino de 5 pg como

control positivo y dimetilsulféxido como control negativo.

Activacion de las cepas: Las cepas liofilizadas de Escherichia coli ATCC 25922 y
Salmonella enterica ATCC 51741 se activaron mediante el sistema Kwik-Stik y se
transfirieron a un medio de cultivo adecuado para comprobar su viabilidad antes del
ensayo.

Preparacion del inéculo e inoculacion: A partir de las cepas activadas se prepararon
suspensiones bacterianas en solucion salina, ajustadas al estandar 0,5 de McFarland. Cada
suspension se distribuyd de manera homogénea sobre la superficie de placas con agar
Mueller-Hinton, manteniendo condiciones asépticas durante el procedimiento.
Preparacion de los pozos y aplicacion de los tratamientos: Se realizaron pozos
estériles de 6 mm de didmetro. En cada ensayo se dispusieron las tres concentraciones del
extracto y los controles. Las muestras liquidas se aplicaron en un volumen de 50 pL,

segun el registro experimental. Cada condicion se evaluo en 10 repeticiones por cepa.

< Extracto etandlico de Brassica oleracea al 25 %.
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< Extracto etandélico de Brassica oleracea al 50 %.

Extracto etandlico de Brassica oleracea al 75 %.

*

« Control positivo: ciprofloxacino de 5 pg.

% Control negativo: dimetilsulféxido.

o,

Incubacién, medicion e interpretacion: Las placas se incubaron a 37 °C durante 24
horas, temperatura comprendida en el rango operativo de 35 * 2 °C. Luego se midié el
diametro total de las zonas de inhibicion con un dispositivo digital. Debido a que los
pozos tuvieron 6 mm de didmetro, un registro de 6,00 mm representd ausencia de
inhibicion adicional alrededor del pozo. Los resultados se clasificaron de acuerdo con los
intervalos establecidos en la escala utilizada en el proyecto (55).

2.8. Plan de andlisis

Los datos se registraron inicialmente en una hoja de calculo de Excel y posteriormente se
analizaron en SPSS. Las pruebas se realizaron por separado para Escherichia coli y
Salmonella enterica. El andlisis descriptivo incluyé nimero de observaciones, media,
mediana, desviacion estandar e intervalo de confianza del 95 %. La normalidad se evalud
con la prueba de Shapiro-Wilk; en los grupos con valores constantes y varianza igual a
cero, esta prueba se consider6 no aplicable. La homogeneidad de varianzas se examino
mediante la prueba de Levene. Para comparar las cinco condiciones experimentales se
aplico un ANOVA de un factor y, debido a la ausencia de homogeneidad de varianzas, se
utilizaron comparaciones multiples mediante la prueba T3 de Dunnett. Se considerd un
nivel de significancia de 0,05. Los resultados de solubilidad y de la marcha fitoquimica
se presentaron de manera descriptiva mediante categorias cualitativas (51).

2.9. Aspectos éticos y de integridad cientifica

El estudio se desarroll6 bajo principios de integridad cientifica y bioseguridad aplicables
a una investigacion in vitro. No participaron seres humanos ni animales; se trabajé
exclusivamente con material vegetal y cepas bacterianas de referencia. La procedencia
del material vegetal y la identificacion de las cepas fueron registradas para asegurar la
trazabilidad del procedimiento. Durante la manipulacion de los microorganismos, los
solventes y los reactivos se aplicaron medidas de proteccion, desinfeccion y disposicién
de residuos bioldgicos y quimicos. Asimismo, se mantuvo el registro fiel de las
observaciones y se evito la alteracion, omision o fabricacion de datos, con el proposito de

favorecer la reproducibilidad y la transparencia de los resultados (56).
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I11. RESULTADOS

Los hallazgos se organizaron en tres momentos. Primero se presenta el comportamiento
de los halos de inhibicion en las dos cepas y en los cinco tratamientos evaluados. Luego
se describen la solubilidad y el perfil fitoquimico del extracto. Finalmente, se reportan las
pruebas de supuestos, el analisis de varianza y las comparaciones post hoc empleadas
para precisar las diferencias entre los grupos.

Tabla 5. Sintesis descriptiva de la respuesta antibacteriana por tratamiento y cepa bacteriana

Diametro medio

Cepa bacteriana Tratamiento observado (mm) Interpretacion descriptiva

Sin inhibicién

DMSO (control negativo) 6,00 adicional; actividad
nula (-)
Sin inhibicién

Extracto etanélico 25 % 6,00 adicional: actividad
nula (-)

Escherichia coli Sin inhibicién

Extracto etanélico 50 % 6,00 adicional: actividad
nula (-)
Sin inhibicién

Extracto etanélico 75 % 6,00 adicional: actividad
nula (-)

Ciprofloxacino 5 pg (control positivo) 37,39 Sumamente sensible (+++)
Sin inhibiciéon

DMSO (control negativo) 6,00 adicional; actividad
nula (-)
Sin inhibicién

Salmonella enterica Extracto etandlico 25 % 6,00 adicional: actividad

nula (-)

Extracto etanélico 50 % 8,14 Sensibilidad limite (+)

Extracto etanélico 75 % 10,04 Sensibilidad limite (+)

Ciprofloxacino 5 pg (control positivo) 33,07 Sumamente sensible (+++)

Nota. Cada media corresponde a 10 repeticiones. El valor de 6,00 mm coincide con el didmetro del pozo y representa
ausencia de inhibicién adicional. La clasificacion se realizo con los intervalos definidos en la Tabla 4. Fuente: base de
datos del estudio.

Como se resume en la Tabla 5, frente a Escherichia coli el DMSO vy las tres
concentraciones del extracto mantuvieron un didmetro medio de 6,00 mm, valor que
coincide con el tamafo inicial del pozo. En estos grupos no se observd inhibicion
adicional, mientras que el ciprofloxacino 5 pg alcanzé 37,39 mm. En Salmonella enterica,
el DMSO vy el extracto al 25 % tambien registraron 6,00 mm; en cambio, las
concentraciones de 50 % y 75 % alcanzaron 8,14 mm y 10,04 mm, respectivamente. El
control positivo presenté una media de 33,07 mm. Por tanto, la respuesta del extracto se
observo Unicamente frente a Salmonella enterica y a partir de la concentracion de 50 %.

Tabla 6. Estadisticos descriptivos del diametro de los halos de inhibicién por cepay

tratamiento

. . Media Mediana DE 1C 95 % de la media
Cepa bacteriana Tratamiento n
(mm) (mm) (mm) (mm)
Escherichia coli DMSO (control negativo) 10 6,00 6,00 0,00 6,00-6,00
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- - o -
Cepa bacteriana Tratamiento n Media Mediana DE 1C 95 % de la media

(mm) (mm) (mm) (mm)
Extracto etanélico 25 % 10 6,00 6,00 0,00 6,00-6,00
Extracto etandlico 50 % 10 6,00 6,00 0,00 6,00-6,00
Extracto etandlico 75 % 10 6,00 6,00 0,00 6,00-6,00
Ciprofloxacino 5 g (control positivo) 10 37,39 37,47 0,26 37,20-37,58
DMSO (control negativo) 10 6,00 6,00 0,00 6,00-6,00
Extracto etanélico 25 % 10 6,00 6,00 0,00 6,00-6,00
Salmonella enterica Extracto etandlico 50 % 10 8,14 8,13 0,07 8,09-8,19
Extracto etandlico 75 % 10 10,04 10,06 0,14 9,93-10,14
Ciprofloxacino 5 pg (control positivo) 10 33,07 33,11 0,20 32,92-33,21

Nota. n = ndmero de repeticiones; DE = desviacion estandar; IC 95 % = intervalo de confianza del 95 % para la media.
Cada tratamiento incluy6 10 repeticiones por cepa. Los valores constantes de 6,00 mm presentan DE = 0,00 e IC 95 % de
6,00-6,00. Fuente: base de datos del estudio.

Los estadisticos descriptivos de la Tabla 6 muestran que los grupos con un valor constante
de 6,00 mm no variaron entre las diez repeticiones (DE = 0,00; IC 95 %: 6,00-6,00).
Frente a Escherichia coli, el ciprofloxacino alcanzé 37,39 + 0,26 mm (IC 95 %: 37,20-
37,58). En Salmonella enterica, los extractos al 50 %y 75 % registraron 8,14 + 0,07 mm
y 10,04 + 0,14 mm, respectivamente, mientras que el ciprofloxacino alcanz6 33,07 + 0,20
mm. La poca amplitud de los intervalos refleja una variacion reducida entre las
mediciones de cada tratamiento. Esta comparacion se aprecia de manera grafica en la
Figura 3.

Figura 3. Medias e intervalos de confianza del 95 % de los halos de inhibicion por tratamiento
y cepa bacteriana

Escherichia coll Salmonella enterica
4
57,30

% 33,07
= ek
B
= 30
-
Z
L2}
8
-E 1)
=
T
'; 15
5 10,04
.::-‘ m w14

6.00 5,00 6,00 6,00 5,00 6,00 =
0

T v T T T
DMSO Extracto Extoncin EXUMcto Ciprofloxacinn DMsO Extrncto Extracto Extracio Ciprotioxnoino
S % 50 % ™8 % wg 25 % % 78 n

¢ v

Nota. Las barras representan las medias y las lineas de error, los intervalos de confianza del 95 %. Los valores de 6,00
mm corresponden al didmetro basal del pozo y representan ausencia de inhibicion adicional. Fuente: base de datos del
estudio.

Tabla 7. Solubilidad del extracto etandlico en diferentes solventes

N.° de tubo Solvente Resultado cualitativo Interpretacion
1 Cloroformo - Insoluble
2 Etanol al 96 % ++ Solubilidad moderada
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N.° de tubo

Solvente

Resultado cualitativo

Interpretacion

3 Etanol al 70 % ++ Solubilidad moderada

4 Metanol +++ Alta solubilidad

5 Dimetilsulfoxido (DMSO) +++ Alta solubilidad

6 Agua destilada ++ Solubilidad moderada
Nota. Fscala cualitativa: — = insoluble; + = baja solubilidad: ++ = solubilidad
moderada; +++ = alta solubilidad. EFlaboracion propia a partir del registro de
laboratorio.

El ensayo de solubilidad mostro6 una respuesta distinta segun el
solvente empleado (Tabla 7). E1 extracto fue altamente soluble

en metanol y dimetilsulféxido (+++),

presentd® solubilidad

moderada en etanol al 96 %, etanol al 70 % y agua destilada (++),
y permaneci6é insoluble en cloroformo (—). Este patréon se
representa en la Figura 4.

Figura 4. Perfil cualitativo de solubilidad del extracto etanolico

Cloroformo -
Etanol al 96 % ++
Etanol al 70 % - = +4
Metannl - +++
DMSO A +4+4+
Agua destilada + 4+
Insoluble n?;Iﬂ Moderada Alta

Nivel cualitativo de solubilidad

Nota. Escala cualitativa: 0 = insoluble (—), 1 = baja solubilidad (+), 2 = solubilidad
moderada (++), 3 = alta solubilidad (+++). Elaboracioén propia a partir del registro de

laboratorio.
Tabla 8. Perfil fitoquimico cualitativo del extracto etandlico
N.° Metabolito secundario Ensayo cualitativo Resultado Interpretacion
1 Antraquinonas Borntrager - Ausente
2 Compuestos fendlicos Cloruro férrico +++ Presencia abundante
3 Terpenosy esteroides Liebermann-Burchard - Ausente
4 Alcaloides Dragendorff +++ Presencia abundante
5  Alcaloides Mayer +++ Presencia abundante
6  Alcaloides Wagner ++ Presencia moderada
7  Lactonas a,B-insaturadas Baljet +++ Presencia abundante
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N.° Metabolito secundario Ensayo cualitativo Resultado Interpretacion
Taninos Gelatina +++ Presencia abundante
9 Taninos Gelatina—sal +++ Presencia abundante
10  Antocianinas NaOH al 10 % +++ Presencia abundante
11  Saponinas Prueba de espuma (agua destilada) + Presencia leve
12 Flavonoides Shinoda +++ Presencia abundante
Nota. Escala cualitativa: — = ausente’ + = presencia leve: ++ = presencia moderada; +++

= presencia abundante. Elaboracion propia a partir del informe de andlisis fitoquimico

del laboratorio.

El perfil fitoquimico cualitativo permitio identificar una presencia abundante (+++) de
compuestos fenolicos, lactonas a,B-insaturadas, taninos, antocianinas y flavonoides

(Tabla 8). Los alcaloides también mostraron presencia abundante con las pruebas de
Dragendorff y Mayer, y una respuesta moderada (++) con Wagner. Las saponinas
presentaron una valoracién leve (+), mientras que no se detectaron antraquinonas,

terpenos ni esteroides. La Figura 5 resume visualmente estas valoraciones. Estos
hallazgos caracterizan la composicion cualitativa del extracto, pero no permiten atribuir

la actividad antibacteriana a un metabolito en particular.

Figura 5. Perfil fitoquimico cualitativo del extracto etandlico
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Nota. Escala cualitativa: 0 = ausente (—), 1 = presencia leve (+), 2 = presencia moderada
(++), 3 = presencia abundante (+++). Elaboracion propia a partir del informe de andlisis

fitogquimico.

Tabla 9. Evaluacion de la normalidad de los halos de inhibicién mediante Shapiro-Wilk

Cepa bacteriana Tratamiento n w p Evaluacion
Escherichia coli Ciprofloxacino 5 pg 10 0,813 0,021  No compatible con normalidad
Escherichia coli Dimetilsulféxido (DMSO) 10 NC NC No evaluable: varianza cero
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Cepa bacteriana Tratamiento n W p Evaluacion

Escherichia coli Extracto etan6lico al 25 % 10 NC NC No evaluable: varianza cero
Escherichia coli Extracto etan6lico al 50 % 10 NC NC No evaluable: varianza cero
Escherichia coli Extracto etan6lico al 75 % 10 NC NC No evaluable: varianza cero
Salmonella enterica Ciprofloxacino 5 pg 10 0,940 0,557  Compatible con normalidad
Salmonella enterica Dimetilsulféxido (DMSO) 10 NC NC No evaluable: varianza cero
Salmonella enterica Extracto etan6lico al 25 % 10 NC NC No evaluable: varianza cero
Salmonella enterica Extracto etanélico al 50 % 10 0,973 0,920 Compatible con normalidad
Salmonella enterica Extracto etandlico al 75 % 10 0,959 0,772  Compatible con normalidad

Nota. n = ndmero de repeticiones; W = estadistico de Shapiro-Wilk; NC = no calculable. Se consider6 compatibilidad
con normalidad cuando p > 0,05. En los grupos con diez valores idénticos (6,00 mm), la prueba no fue calculable por
presentar varianza cero. Elaboracion propia a partir de la base de datos del estudio.

La prueba de Shapiro-Wilk solo pudo estimarse en los grupos que presentaron
variabilidad (Tabla 9). En Escherichia coli, los valores del ciprofloxacino no fueron
compatibles con una distribucién normal (W = 0,813; p = 0,021). En Salmonella enterica,
el ciprofloxacino y los extractos al 50 % y 75 % presentaron valores de p superiores a
0,05. En los grupos con diez mediciones idénticas de 6,00 mm, la prueba no fue calculable
por ausencia de variacion. En consecuencia, la normalidad no se cumplié de manera
uniforme en todos los tratamientos.

Tabla 10. ANOVA de un factor para los halos de inhibicién segun tratamiento

Cepa bacteriana Fuente de variacion sC gl CM F p
Entre tratamientos 7882,657 4 1970,664 143448,543 < 0,001
Escherichia coli Dentro de tratamientos 0,618 45 0,014 NA NA
Total 7883,275 49 NA NA NA
Entre tratamientos 5323,813 4 1330,953 103374,115 < 0,001
Salmonella enterica Dentro de tratamientos 0,579 45 0,013 NA NA
Total 5324,392 49 NA NA NA

Nota. SC = suma de cuadrados; gl = grados de libertad; CM = media cuadrética; F = estadistico de Fisher. Se
considerd diferencia estadisticamente significativa cuando p < 0,05. NA = no aplica, porque el estadistico no
corresponde a esa fuente de variacion. Elaboracion propia a partir de la base de datos del estudio.

El andlisis de varianza identifico diferencias globales entre los tratamientos en ambas
cepas. Para Escherichia coli se obtuvo F(4,45) = 143 448,543; p < 0,001, y para
Salmonella enterica, F(4,45) = 103 374,115; p < 0,001 (Tabla 10). Estos resultados
muestran que, dentro de cada cepa, no todas las medias fueron iguales. Las diferencias
especificas se examinaron posteriormente mediante comparaciones maltiples.

Tabla 11. Prueba de Levene basada en la mediana para la homogeneidad de varianzas

Cepa bacteriana Estadistico de Levene gl1 gl2 p Evaluacion
Escherichia coli 6,477 4 45 <0,001  Varianzas no homogéneas
Salmonella enterica 9,773 4 45 <0,001 Varianzas no homogéneas

Nota. gl1 = grados de libertad del numerador; gl2 = grados de libertad del denominador; p = significancia estadistica.
Se considero falta de homogeneidad cuando p < 0,05. Fuente: base de datos del estudio procesada estadisticamente.

La prueba de Levene basada en la mediana fue significativa para Escherichia coli (6,477,
p < 0,001) y Salmonella enterica (9,773; p < 0,001), como se presenta en la Tabla 11.
Este resultado indicé que las varianzas no fueron homogéneas en ninguna de las dos
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cepas. Por ese motivo, las comparaciones posteriores se realizaron con la prueba T3 de
Dunnett, adecuada cuando no se asume igualdad de varianzas.

Tabla 12. Comparaciones seleccionadas de los tratamientos frente a los controles mediante

T3 de Dunnett

Diferencia de

. : _ o -
Cepa bacteriana Comparaci6n (I — J) medias (mm) 1C 95 % (mm) p Evaluacion
Escherichia coli Ciprofloxacino 5 ng — DMSO 31,390 31,096 a 31,684 <0,001 Significativa
Escherichia coli Slpmfmxacmo 5 ng - Extracto 25 31,390 31,096 a 31,684 <0001 Significativa
Escherichia coli Ciprofloxacino 5 ug - Extracto 50 31,390 31,096 a 31,684 <0,001  Significativa
Escherichia coli Ciprofloxacino 5 ug — Extracto 73 31,390 31,096 a 31,684 <0001  Significativa
Escherichia coli DMSO — Extracto 25 % 0,000 0,000 a 0,000 1,000 No significativa
Escherichia coli DMSO — Extracto 50 % 0,000 0,000 a 0,000 1,000 No significativa
Escherichia coli DMSO — Extracto 75 % 0,000 0,000 a 0,000 1,000 No significativa
Salmonella enterica Ciprofloxacino 5 ng — DMSO 27,065 26,845 a 27,285 <0,001 Significativa
Salmonella enterica Slpmﬂoxacmo 5 pg - Extracto 25 27,065 26,845 a 27,285 <0001 Significativa
Salmonella enterica Slpmﬂoxamm 5 g - Extracto 50 24,924 24,701 a 25,147 <0001 Significativa
Salmonella enterica Slpmﬂoxamm 5 pg - Extracto 75 23,029 22,784 a 23,274 <0001 Significativa
Salmonella enterica DMSO — Extracto 25 % 0,000 0,000 a 0,000 1,000 No significativa
Salmonella enterica DMSO — Extracto 50 % —2,141 —2,223 a —2,059 <0,001 Significativa
Salmonella enterica DMSO — Extracto 75 % —4,036 —4,198 a —3,875 <0,001 Significativa

Nota. DMSO = dimetilsulfoxido, control negativo; ciprofloxacino 5 pg = control positivo; I1C 95 % = intervalo de
confianza del 95 %. La diferencia se calculé como media del grupo | menos media del grupo J; un valor negativo indica
una media mayor en el grupo J. Se considerd diferencia significativa cuando p < 0,05. Se presentan las comparaciones
de cada tratamiento frente a los controles; las relaciones entre concentraciones se sintetizaran en la Tabla 13. Fuente:
base de datos del estudio, procesada en IBM SPSS Statistics.

Las comparaciones post hoc permitieron precisar el origen de las diferencias observadas.
En Escherichia coli, el ciprofloxacino superé en 31,390 mm al DMSO y a cada una de
las concentraciones del extracto (p < 0,001). Por su parte, el DMSO vy los extractos al 25
%, 50 % y 75 % no difirieron entre si, ya que todos conservaron una media de 6,00 mm
(p = 1,000).

En Salmonella enterica, el ciprofloxacino también presentd una media mayor que la de
todos los demas tratamientos (p < 0,001). El extracto al 25 % no se diferencié del DMSO
(p =1,000). En cambio, las concentraciones de 50 %y 75 % superaron al control negativo
en 2,141 mm y 4,036 mm, respectivamente, con diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,001).

Tabla 13. Agrupacion de tratamientos por cepa seguin comparaciones multiples T3 de

Dunnett
Cepa bacteriana Tratamiento MEd'(?n?ﬁl) halo Grupo estadistico
Escherichia coli DMSO 10 6,00 a
Escherichia coli Extracto 25 % 10 6,00 a
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Media del halo

Cepa bacteriana Tratamiento n (mm) Grupo estadistico
Escherichia coli Extracto 50 % 10 6,00 a
Escherichia coli Extracto 75 % 10 6,00 a
Escherichia coli Ciprofloxacino 5 pg 10 37,39 b
Salmonella enterica DMSO 10 6,00 a
Salmonella enterica Extracto 25 % 10 6,00 a
Salmonella enterica Extracto 50 % 10 8,14 b
Salmonella enterica Extracto 75 % 10 10,04 c
Salmonella enterica Ciprofloxacino 5 pg 10 33,07 d

Nota. DMSO = dimetilsulféxido, control negativo; ciprofloxacino 5 pug = control positivo; n = nimero de repeticiones
por tratamiento. Las letras se interpretan de manera independiente dentro de cada cepa: tratamientos con la misma letra
no presentan diferencias significativas; tratamientos con letras diferentes presentan diferencias significativas (T3 de
Dunnett, p < 0,05). Fuente: base de datos del estudio, procesada en IBM SPSS Statistics.

La agrupacion por letras de la Tabla 13 resume el patron completo de comparaciones. En
Escherichia coli, el DMSO vy los extractos al 25 %, 50 % y 75 % compartieron el grupo
a, mientras que el ciprofloxacino integré el grupo b. En Salmonella enterica se
distinguieron cuatro grupos: DMSO y extracto al 25 % (a), extracto al 50 % (b), extracto
al 75 % (c) y ciprofloxacino (d). La separacion de las concentraciones de 50 %y 75 % en
grupos distintos muestra que sus medias difirieron entre si, aunque ninguna alcanzé la
respuesta del control positivo. La Figura 6 presenta esta agrupacion de manera visual.

Figura 6. Agrupacion estadistica de los tratamientos seglin cepa bacteriana
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Nota. Las letras se interpretan de manera independiente dentro de cada cepa. Tratamientos con la misma letra no
presentan diferencias significativas y tratamientos con letras diferentes presentan diferencias significativas segiin T3 de
Dunnett (p < 0,05). Fuente: base de datos del estudio.

En conjunto, los resultados no respaldaron la hipotesis general tal como fue formulada, porque
no se demostrd una actividad antibacteriana generalizable a las dos cepas. La sefial inhibitoria se
limité a Salmonella enterica en las concentraciones de 50 % y 75 %, con la mayor respuesta al
75 %, aunque de magnitud reducida. El analisis fitoquimico confirmé la presencia de diversos
metabolitos secundarios; sin embargo, el disefio del estudio no permitid identificar cuél de ellos
participd en el efecto observado. La hipotesis referida a Escherichia coli no recibid respaldo, la
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correspondiente a Salmonella enterica fue respaldada solo de forma parcial y la hipotesis que
planteaba una actividad superior a la del ciprofloxacino fue rechazada.

26



V. DISCUSION

El resultado mas relevante fue la respuesta desigual del extracto ante las dos bacterias estudiadas.
Mientras las tres concentraciones permanecieron en 6,00 mm frente a Escherichia coli, sin superar
el didametro del pozo ni al control negativo, en Salmonella enterica se registré una inhibicion
adicional con 50 % y 75 %. Por ello, el efecto no puede describirse como general para ambas

cepas: fue selectivo, limitado y circunscrito a Salmonella enterica bajo las condiciones del ensayo.

En Salmonella enterica, la media del halo aumentdé conforme se elevd la concentracion del
extracto. El tratamiento al 25 % se comporté como el dimetilsulféxido; en cambio, 50 %y 75 %
alcanzaron 8,14 mm y 10,04 mm y se separaron estadisticamente del control negativo y entre si.
El patron guarda relacion con lo comunicado por Marquina B. y Vilcamango A. (23), quienes
observaron mayor inhibicion al incrementar la concentracion de un extracto vegetal, y con Murillo
A. (22), que report6 actividad de un extracto etanolico frente a Salmonella. También resulta
proximo al halo de 10,50 mm descrito por Narvdez K. y Quiroz M. (24). Estas semejanzas, sin
embargo, no implican equivalencia directa, pues los estudios difieren en especie vegetal,

preparacion, concentracion, método y cepa.

La diferencia estadistica encontrada en Salmonella enterica debe leerse junto con la magnitud
real del halo. Si se descuenta el pozo de 6 mm, la inhibicién adicional fue de 2,14 mm con 50 %
y de 4,04 mm con 75 %. Se trata, por tanto, de una respuesta reproducible y distinguible del
control, pero todavia pequefia en términos bioldgicos. Asimismo, los tres niveles evaluados
permiten reconocer un comportamiento creciente, aunque no bastan para establecer una relacion

dosis-respuesta formal ni para estimar un punto éptimo de concentracion.

El comportamiento frente a Escherichia coli fue distinto: ninguna concentracion produjo
inhibicién adicional. Este resultado coincide con Castro A. (21), quien no encontr6 actividad de
extractos de Psidium guajava contra esta bacteria, y se aproxima a Alani H. et al. (17), cuyos
extractos tampoco mostraron actividad antimicrobiana en los microorganismos estudiados. En
contraste, Rahmani M. et al. (20) comunicaron un halo de 15,67 mm con extractos de Brassica
oleracea, y Protska V. et al. (18) sefialaron potencial inhibitorio frente a Escherichia coli y
Salmonella enterica. La discrepancia sugiere que la respuesta depende no solo de la especie
vegetal, sino también de la variedad, la parte empleada, el solvente, la extraccion, la concentracion

final, la cepa y la difusion de los compuestos en el agar.

El tamizaje fitoquimico mostro presencia abundante de compuestos fenélicos, alcaloides, lactonas
a,fB-insaturadas, taninos, antocianinas y flavonoides, ademas de saponinas en menor intensidad.
El perfil coincide parcialmente con Narvdez K. y Quiroz M. (24), quienes identificaron
compuestos fendlicos, taninos y flavonoides, y con Paima W. y Rios A. (25), que reportaron

taninos, lactonas y saponinas en extractos con actividad antibacteriana. Aun asi, el hallazgo
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fitoguimico no permite asignar el efecto a una sustancia concreta. El analisis fue cualitativo y se
trabajo con un extracto crudo; en consecuencia, no se conocen las cantidades, la estabilidad ni las

posibles interacciones entre sus componentes.

La amplitud de los halos producidos por ciprofloxacino —37,39 mm en Escherichia coli y 33,07
mm en Salmonella enterica— marcé una diferencia clara respecto del extracto. Este
comportamiento es consistente con Murillo A. (22) y Narvaez K. y Quiroz M. (24), quienes
también encontraron mayor actividad en los antibiéticos de referencia. La comparacion debe
entenderse en su contexto: el ciprofloxacino es un principio activo estandarizado, mientras que el
extracto reline compuestos en proporciones variables y con distinta capacidad de difusion. Los
datos, por tanto, no respaldan una sustitucion del antibiotico, sino la existencia de una sefial

preliminar que merece ser delimitada quimicamente.

El analisis estadistico permitié precisar de donde procedian las diferencias globales. En
Escherichia coli, el ANOVA significativo se explico por la separacion del ciprofloxacino frente
a los demas grupos; no reflej6 actividad del extracto, cuyas tres concentraciones fueron idénticas
al control negativo. En Salmonella enterica, por el contrario, las comparaciones T3 de Dunnett
mostraron que 50 % y 75 % superaron al dimetilsulfoxido y también difirieron entre si. La lectura
de las pruebas post hoc y de la agrupacién de tratamientos fue, por ello, indispensable para evitar

una interpretacion excesiva del resultado global de las Tablas 10 a 13.

Los supuestos estadisticos tampoco se cumplieron de manera homogénea. La prueba de Shapiro-
Wilk no pudo estimarse en grupos con varianza cero, y el ciprofloxacino frente a Escherichia coli
no mostré compatibilidad con normalidad. A esto se sumé la heterogeneidad de varianzas
detectada por Levene en ambas cepas. El uso de T3 de Dunnett fue pertinente ante esa
desigualdad, pero la inferencia debe sostenerse en conjunto con las medias, la dispersién vy el
patrén observado. Esa lectura integrada conduce a una conclusion estable: ausencia de efecto en
Escherichia coli y efecto pequefio, aunque estadisticamente diferenciable, en Salmonella

enterica.

Al contrastar los hallazgos con las hipétesis, la hipétesis general recibi6 solo respaldo parcial,
pues anticipaba actividad sobre ambas bacterias. La hipotesis especifica planteada para
Escherichia coli no fue respaldada, mientras que la correspondiente a Salmonella enterica se
sostuvo Unicamente para 50 % y 75 %. También se rechazé la hipétesis que proponia una
actividad mayor que la del ciprofloxacino. La presencia de metabolitos secundarios si fue
comprobada cualitativamente, aunque este resultado describe el perfil del extracto y no identifica

el mecanismo responsable de la inhibicién.

La consistencia interna del experimento se fortalecié mediante el empleo de cepas ATCC, la

estandarizacion del indculo, la inclusion de controles positivo y negativo y diez repeticiones por
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tratamiento y por cepa. Analizar cada microorganismo por separado fue especialmente
importante, porgue evité diluir dos comportamientos bioldgicos claramente distintos en una sola
conclusion general. La repeticion del mismo patrén en los ensayos permite sostener que el

resultado no se debid a una observacion aislada.

El alcance de los hallazgos esta condicionado por el caracter in vitro y por el método de difusién
en agar. Solo se evalu6 una cepa de referencia por especie, y el tamafio del halo dependié tanto
de la actividad del compuesto como de su capacidad para difundirse en el medio. Tampoco se
determinaron la concentraciébn minima inhibitoria ni la bactericida, no se cuantificaron
metabolitos, no se estandarizd el extracto con marcadores quimicos y no se compararon lotes de
preparacion. En consecuencia, los resultados no deben extrapolarse de manera directa a cepas

clinicas, a otros métodos microbioldgicos ni a un uso terapéutico.

En sintesis, el estudio delimité una respuesta antibacteriana selectiva del extracto etandlico de
hojas de Brassica oleracea: no hubo efecto frente a Escherichia coli y la mejor respuesta se
observé frente a Salmonella enterica con 75 %, aunque con una magnitud reducida. Su principal
contribucion no radica en proponer un reemplazo antimicrobiano, sino en identificar una sefial
experimental concreta y sus limites. Para determinar si esa sefial puede fortalecerse, sera necesario
fraccionar y cuantificar el extracto, establecer la concentracién minima inhibitoria y bactericida,

ampliar el nimero de cepas y comprobar la reproducibilidad entre lotes.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones del ensayo, el extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea
no mostro actividad antibacteriana frente a ambas bacterias. La respuesta se limit6 a
Salmonella enterica en las concentraciones de 50 % y 75 % y fue de baja magnitud,
mientras que Escherichia coli no presentd inhibicion adicional. En consecuencia, la
hipétesis general recibio respaldo parcial y el aporte central del estudio fue delimitar
una respuesta selectiva, no demostrar una actividad antimicrobiana de amplio

espectro.

El extracto present6 un perfil fitoquimico diverso, con abundancia cualitativa de compuestos
fendlicos, alcaloides, lactonas a,B-insaturadas, taninos, antocianinas y flavonoides, ademas
de saponinas en presencia leve. Este hallazgo sustenta el interés por continuar el analisis
quimico del material vegetal, pero no permite atribuir la inhibicién a un metabolito especifico,

debido a que se evalu6 un extracto crudo mediante pruebas cualitativas.

Frente a Escherichia coli, las concentraciones de 25 %, 50 %y 75 % registraron 6,00 mm, el
mismo valor observado con el control negativo. La ausencia de un halo adicional fue
consistente en las diez repeticiones, por lo que no se respaldé la hipdtesis especifica de

actividad antibacteriana contra esta cepa.

Frente a Salmonella enterica, el extracto al 25 % no superé al control negativo, mientras que
50 % y 75 % alcanzaron halos medios de 8,14 mm y 10,04 mm, respectivamente. Las
diferencias fueron estadisticamente significativas y mostraron una respuesta creciente con la
concentracion; sin embargo, al descontar el diametro del pozo, la inhibicion adicional fue
reducida. Por ello, el hallazgo representa una sefial antibacteriana preliminar y no una

evidencia de alta potencia.

El ciprofloxacino de 5 pg produjo halos de 37,39 mm frente a Escherichia coli y 33,07 mm
frente a Salmonella enterica, y superé ampliamente a todas las concentraciones del extracto.
Se rechazd, por tanto, la hipétesis de superioridad del extracto respecto del antibiético de
referencia. Los resultados no sustentan su uso como sustituto terapéutico, pero si justifican
estudios posteriores orientados a estandarizar, fraccionar y evaluar con mayor precision los

componentes responsables de la respuesta observada en Salmonella enterica.
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VI. RECOMENDACIONES

Estandarizar la preparacion del extracto mediante el registro del rendimiento, el control de
humedad y la cuantificacion de uno o mas marcadores quimicos, con el fin de comparar

resultados entre lotes y reducir la variabilidad propia de un extracto crudo.

Determinar la concentracién minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida del
extracto y de sus fracciones activas, utilizando métodos de microdilucion que complementen

la informacion obtenida por difusion en agar.

Ampliar la evaluacion a varias cepas de referencia y a aislamientos clinicos de Salmonella
enterica y Escherichia coli, manteniendo controles y repeticiones suficientes para establecer

si el patron observado se conserva entre cepas.

Comparar solventes, métodos de extraccion y fracciones de distinta polaridad, especialmente
en la concentracion de 75 %, para identificar qué preparacion concentra mejor la actividad

observada sin asumir que el extracto total es la forma mas eficaz.

Antes de plantear aplicaciones preclinicas o terapéuticas, incorporar pruebas de estabilidad,
citotoxicidad y reproducibilidad entre lotes. La continuidad de la investigacion debe
sustentarse en una actividad microbioldgica mas definida y en la identificacion de los

componentes responsables del efecto.
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VII. ANEXOS

Anexo 1. Matriz de consistencia

Formulacion del Problema

Objetivos

Hipdtesis

Variables

Disefio metodol6gico

Problema general

¢Cudl es la actividad antibacteriana del extracto
etanélico de hojas de Brassica oleracea (col
morada) sobre Escherichia coli y Salmonella
enterica?

Problema especifico 1

¢Qué metabolitos secundarios estan presentes en
el extracto etanélico de hojas de Brassica
oleracea (col morada), segun el andlisis
fitoquimico?

Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana del
extracto etanélico de hojas de Brassica
oleracea (col morada) sobre Escherichia coli
y Salmonella enterica.

Objetivo especifico 1

Identificar los metabolitos secundarios
presentes en el extracto etanélico de hojas de
Brassica oleracea (col morada), segun el
analisis fitoquimico.

Hipétesis general

H1: El extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea (col
morada) presenta actividad antibacteriana sobre Escherichia
coli y Salmonella enterica.

HO: El extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea (col
morada) no presenta actividad antibacteriana sobre
Escherichia coli ni Salmonella enterica.

Hipotesis especifica 1

H2: El extracto etandlico de hojas de Brassica oleracea (col
morada) contiene metabolitos secundarios con potencial
actividad antibacteriana.

Variable independiente
Tratamiento aplicado.
Niveles experimentales
Extracto etanélico al 25 %, 50
%y 75 %; ciprofloxacino de
5 pg como control positivo;
dimetilsulféxido (DMSO)
como control negativo.
Caracterizacion
complementaria

Prueba de solubilidad y perfil
fitoquimico cualitativo del
extracto.

Método

Hipotético-deductivo.

Enfoque

Cuantitativo.

Tipo

Aplicado.

Disefio

Experimental in vitro.
Poblacién

Cinco kilogramos de Brassica
oleracea y cepas de Escherichia
coli ATCC 25922 y Salmonella
enterica ATCC 51741.

Formulacién del Problema

Objetivos

Hipo6tesis

Variables

Disefio metodoldgico

Problema especifico 2

¢Cual es la actividad antibacteriana del extracto
etanélico de hojas de Brassica oleracea (col
morada) sobre Escherichia coli a concentraciones de
25 %, 50 %y 75 %?

Problema especifico 3

¢Cual es la actividad antibacteriana del extracto
etanélico de hojas de Brassica oleracea (col
morada) sobre Salmonella enterica a
concentraciones de 25 %, 50 %y 75 %?

Problema especifico 4

¢Cudl es la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de hojas de Brassica oleracea (col
morada), en comparacion con el ciprofloxacino de 5
Ug, sobre Escherichia coli y Salmonella enterica?

Objetivo especifico 2

Determinar la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de hojas de Brassica oleracea (col morada)
sobre Escherichia coli a concentraciones de 25 %, 50
%y 75 %.

Objetivo especifico 3

Determinar la actividad antibacteriana del extracto
etanélico de hojas de Brassica oleracea (col morada)
sobre Salmonella enterica a concentraciones de 25 %,
50 %y 75 %.

Objetivo especifico 4

Comparar la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de hojas de Brassica oleracea (col morada)
con la del ciprofloxacino de 5 pg sobre Escherichia
coli y Salmonella enterica.

Hipotesis especificas

H3: El extracto etandlico de hojas de Brassica
oleracea (col morada) presenta actividad
antibacteriana, a concentraciones de 25 %, 50 %y
75 %, sobre Escherichia coli.

H4: El extracto etanélico de hojas de Brassica
oleracea (col morada) presenta actividad
antibacteriana, a concentraciones de 25 %, 50 % y
75 %, sobre Salmonella enterica.

H5: La actividad antibacteriana del extracto
etandlico de hojas de Brassica oleracea (col
morada) es mayor que la del ciprofloxacino de 5 pg
sobre Escherichia coli y Salmonella enterica.

Variable dependiente
Actividad antibacteriana in
vitro.

Dimensiones

Respuesta frente a Escherichia
coli ATCC 25922 y respuesta
frente a Salmonella enterica
ATCC 51741.

Indicador

expresado en milimetros.
Escala
Razon.

Diametro del halo de inhibicion,

Muestra

Un kilogramo de hojas de
Brassica oleracea y 20 placas
Petri, distribuidas en 10 por cada
cepa bacteriana.

Repeticiones

Diez mediciones por tratamiento
y cepa; 100 mediciones en total.
Técnica e instrumento
Observacion mediante guia de
registro.

Procedimiento microbioldgico
Difusién en agar Mueller-
Hinton por pozos de 6 mm.
Anélisis

Estadisticos descriptivos,
Shapiro-Wilk, Levene, ANOVA
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Formulacién del Problema

Objetivos

Hipdtesis

Variables

Disefio metodol6gico

de un factor y T3 de Dunnett,
con o = 0,05.
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Anexo 2. Instrumentos

Tabla 14. Examen microbiol6gico

Ne Frente a Escherichia coli ATCC 25922
DMSO Ciprofloxacino 5 pg 25 % 50 % 75 %
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Ne Frente a Salmonella enterica ATCC 51741
DMSO Ciprofloxacino 5 pg 25% 50 % 75 %
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Tabla 15. Examen fitoquimico en extracto etandlico

N° | Metabolitos secundarios cuPal]lthZtt)ia\l/a Ff)iiilrfﬁjdoo Valoracion

1 | Antraquinonas Borntrager

2 | Compuestos fendlicos Cloruro férrico

3 | Terpenos y esteroides Ei::r?;ranrwgnn—
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(+) Presencia leve

(++) Presencia moderada

(+++) Presencia abundante

Anexo 3. Informe de andlisis de laboratorio

N° Metabolitos secundarios cquI?tZl:ie\I/a if)i%lr;[ﬁjdoo Valoracion
4 | Alcaloides Dragendorff
5 | Alcaloides Mayer
6 | Alcaloides Wagner
7 | Lactonas a,B-insaturadas Baljet
8 | Taninos Gelatina
9 | Taninos Gelatina—sal
10 | Antocianinas NaOH al 10 %
11 |ssonivs s e s
12 | Flavonoides Shinoda
Leyenda:
(-) Ausente
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' Santa Rosaci.

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

«Ano de la Esperanza y el Fortalecimiento de la Democracia»

Informe de Resultados

Solicitado por: PACHECO HUARHUACHI DAYAN ISABEL

RODRIGUEZ PALPAN RUTH ESTRELLITA
Muestra: Extracto Col morada
Fecha de ensayo: 15-06-26

Diémetros de inhibicién en mm
Microorganismo |  ,coc | so% | 25% a""’f‘:”;“’m DMSO
6 3 3 37.43 6
6 3 3 36.86 6
6 3 3 37.68 6
6 6 6 37.45 6
Escherichio coli 6 6 6 37.54 6
ATCC 25922 6 6 6 37.52 6
6 3 6 36.98 6
6 6 6 37.48 3
6 6 3 37.57 6
6 3 3 37.39 3
Microorganismo | 75% | 50% | 25% C"""f:’;“’"" DMSO
1001 | 811 6 32.78 3
978 | 817 6 33.10 3
994 | 8.11 6 33.16 3
10.23 | 8.06 6 32.98 6
S‘:""::::g" 1017 | 822 6 33.25 3
avecsiza; | 1011 809 6 3333 3
985 | 827 6 33.12 6
10.08 | 819 6 33.23 3
10.15 | 8.04 6 32.75 3
10.04 | 815 6 32.95 3

*Tamano de pozo: 6mm de didmetro
*Concentracién del inoculo: 1.5 x 10® UFC/mL

Anexo 4. Certificado de Agar Mueller Hinton

¢

-

. 5
V=
L/i;,'T.M Walter A, Siri o Figuez
CTMP. 10808 4
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@ Page 1of 3

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Delivery/Customer Information
Date Frinted
PRODUCT CMO0337B 2023.06.30
MUELLER HINTON AGAR 500g Dedivery No
LOT NUMBER 3681362 Custamer

Customer Ordesr Numibes
EXPIRY DATE 2028.06.05

DATE OF
MANUFACTURE 2023.06.07

Physical Characteristics Results Specification
Appearance Straw powder Straw powder
Colour on reconstitution Straw 2-3 Straw 2-3

pH (25°C) 1.3 72-74
Clarity Clear Clear
Microbiological Performance

Antiblotic susceptibility tests are performed in accordance with, and meet the acceptance limits of, the current ISO/TS 16782.
Performance is assessed using EUCAST methodology.

Staphylococcus aureus ATCC®25923 WDCMOOO34 -

Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air

Zone Size Limits

(mm) (mm)
Erythromycin E15 29 22- 30
Tetracycline TE30 27 24- 30
Ciprofloxacin CIPS 26 22- 30
Amoxicillin-clavulanate AMC30 M 28 - 36
Ampicillin-sulbactam SAM20 35 20 - 37
Linezolid LZD30 25 25- 32
Cefoxitin FOX30 29 23- 29
Gentamicin CN10 26 19- 27
Penlcillin P10 35 26 - 37
Staphylococcus aureus ATCC®29213 WDCM00131
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours In ambient air
Penicillin P1 15 12- 18
Cefoxitin FOX30 28 24- 30
Ciprofloxacia CIPS 22 21- 27
Erythromycin E15 25 23-29
Gentamicin CN10 22 19- 25
Linezolid LZD10 22 21- 27
Tetracycline TE30 26 23- 31
O Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8PW. England
oxold@thermofisher.com www.oxoid.com FOA R Mo, 8210008

Condeim No. Fu ooad
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CERTIFICATE OF ANALYSIS
PRODUCT CMO0337B
MUELLER HINTON AGAR  500g
LOT NUMBER 3681362

Staphylococcus sureus ATCC®43300 WDCM00211
Incubation at 35 + 1°C for 24 hours in ambient air

Zone Size Limits
(mm) (mm)
Cefoxitin FOX30 11 <21
Staphylococcus aureus NCTC12493 WDCMO00212
Incubation at 35 + 1°C for 24 hours in ambient air
Cefoxitin FOX30 20 1“4- 20
Escherichia coli ATCC®25922 WDCM00013
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air
Ampleillin AMP10 16 15- 22
Chloramphenicol C30 24 21- 27
Geantamicin CN10 20 19- 26
Trimethoprim-sulfamethoxazole SXT25 29 23- 29
Amoxicillin-clavulanate AMC30 20 18- 24
Ciprofloxacin CIP5 13 30- 40
Sulfisoxazole SF300 21 15- 23
Tetracycline TE30 22 18- 25
Cefotaxime CTX5 28 25- 31
Tigecycline TGC15 22 20- 27
Escherichia coli A\TCC®35218
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours In ambient air
Amoxicillin-clavulanate AMC30 20 17- 22
Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853 WDCMO00025
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air
Gentamicin CN10 19 16- 21
Imipenem IPM10 22 20 - 28
Aztreonam ATM30 24 23- 29
Ciprofloxacin CIPS 25 25- 33
Tobramycin TOB10 23 19- 25
Ceftazidime CAZ10 21 21- 27
Piperacillin-tazobactam TZP36 25 23- 29
Enterococcus faecalfis ATCC®33186 WDCMO00210
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air
Trimethoprim-sulfamethoxazole SXT25 25 20 -
Enterococcus faecalis ATCC®29212 WDCMO00087
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air
Ampictllin AMP2 18 15- 21
Imipenem IPM10 26 24- 30
Linezolid LZD10 22 19- 25
Nitrofurantoin F100 22 18- 24

O Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8PW. England

oxoid@thermofisher.com www.oxoid.com FOA Ruy Ne. p210000
Coniesn No. FM o004
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CERTIFICATE OF ANALYSIS
PRODUCT CMO0337B
MUELLER HINTON AGAR 500g
LOT NUMBER 3681362
Trimethoprim W5 30 24- 32
Trimethoprim-sulfamethoxazole SXT25 31 26- 34
Vancomycin VAS 13 10- 16

Streptococcus pneumonize ATCC249619
Enriched with 5% v/v horse blood and 20mg/L. B-NAD
Incubation at 35 + 1°C for 18-20 hours In 5% CO2

Zone Size Limits
(mm) (mm)
Vancomycin VAS 21 <23
Haemophilus influenzae ATCC®49247
Enriched with 5% v/v horse blood and 20mg/L. B-NAD
Incubation at 35 + 1°C for 18-20 hours in 5% CO2
Ampicillin AMP2 10 6- 12
Haemophilus influenzae ATCC®49766
Enriched with 5% v/v horse blood and 20mg/L. B-NAD
Incubation at 35 + 1°C for 18-20 hours in 5% CO2
Cefixime CFM5 31 29- 35

Control Medium: Muellee-Hinton Agar
Refer to product specification for full detalls.

The information given is belleved to be correct, all results reported inthis certificate relate only to the product and
lot stated in this certificate of analysis. However, bath the Information and the product are offered without warranty
for any application other than that specified in the current Oxoid Manual. This certificate shall not be reproduced
except in full, without written approval of the Quality Control Laboratory, Oxoid Limited, Basingstoke.

The results reported were obtalned at the time of release.

Lot Accepted. 2023.06.16

Carissa Courtney
Ditector Quality, EMEA

ATCC Is a registered trade mark of the American Type Culture Collection.
NCTC and National Collection of Type Cultures are registered trade marks of the Health Protection Agency.

O Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8PW. England
oxold@thermoflsher.com www.oxold.com FOA Heg No. 0210008

Ceniicam Mo FM 02O
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Anexo 5. Certificado de andlisis de Cepa Escherichia coli

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:

Product Name: Escherichia coli Quality Control Technologist: Michelle M Schwartz
Catalog Number: 0335 Release Date: 2025/02/20

Lot Number: 335-592°*

Reference Number: ATCC® 25022™*
Passage from Reference: 3

(7) Mean Assay Value (MAV): 50 CFU per 0.1 md
Expiration Date: 2026/07/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:

2 colony types, both are gray & beta hemolytic: one is circular to irregular, convex, slightly SBAP
erose edge & smooth; other is larger, imegular, low convex, erose edge & rough

Microscopic Features: Method:
N/A NIA

ID System: MALDI-TOF (1)
See attached ID System results document.

Qdmw—k/*»/»pe«

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

“*Disclaimer: The ast diga(s) of the lot number appeanng on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The ot number displayed
on this certificate is the actual base ot number

LS 2 1NC eNC0S00 PrOCLS QS IO N < QOS _iniended
Individual products are waceable 10 a recognized culture collecton,
(1) These tests are accredited to ISOVIEC 17025

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

ATCC Lo 5\ (") The ATCC Licensed Derivative Embilem, the ATCC Licensad Derivative woed mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
Oerivative , ATCC. Microbiologics, Inc. s licensed to use these rademarks and to sell praducts derived from ATCC® cultures.

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
IRy 2389300

(7] The Mean Assay Value (MAV) stated abave may deviate from the end-user's MAV based on varlables inherent to each laboratocy
ervaronment, such as methods, media type, eguipment, pipettes, and individual technecian technique:

© 2012 Microbiclogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

B R
Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00 - 3.00 (+++) Green
1.70 - 1.99 Low-confidence identification (+) Yellow
0.00 - 1.69 (-) Red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match

is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time:
Applied MSP Library(ies):

2/18/2025 2:22 PM CMC
BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
D6 (+++) (A) 335-592 Escherichia coli
Comments:
[closely related to Shigella / Escherichia fergusonii and not definitely distinguishable at the moment. ]
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Anexo 6. Certificado de andlisis de Cepa Salmonella enterica

Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:
Product Name: Salmonella enterica subsp. enterica Quality Control Technologist: Jacob A Lohman
Catalog Number: 0501 Release Date: 2025/02/04

Lot Number: 501-24**

Reference Number: ATCC® 51741™"
Passage from Reference: 2
Expiration Date: 2027/01/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Large, raised, entire to erose edge, gray, rough. SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod with rounded ends. Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.
Other Features/ Challenges: Results

(1) Oxidase (Kovacs): negative Q'lw““""‘/&'ﬂ“’”‘

Hektoen Enteric Agar: good growth, green colonies

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digiis) of the lot number appearing on the product label and packing siip are merely a packaging event number. The ot number displayed
on this certificate s the aciual base lot number.

Refes 0 Ne encCI0Sed DroCL QSerLIorin LS ons plenged
Individual products are raceable 10 a recognized culture collection.
(1) These tests are accredited to ISONEC 17025,

ACCR ED
TESTING CERT #2655.01
ATCC Lic c (") The ATCC Licensed Derivative Embilem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catatoq marks are trademarks of
’ m‘_w‘mm'" ' ATCC. Microbiologics, Inc. s licensed to use these wademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.
ACCREDITED)

REFERENCE MATERIAL PROOUCEN
CERY 22053002

© 2012 Micrabiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Sain Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC 286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

BRGRER
L0

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) Green
o Vellow
0.00 - 1.69 (-) Red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category

Interpretation

(A)

High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match
is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time: 1/30/2025 3:50 PM CMC
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
G4 (+++) (A) 501-24 Salmonella sp

Comments:

lSaImoneMa can only be identified on genus level. l
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Anexo 7. Evidencias fotogréaficas

Muestra: Hojas de Brassica oleracea (col morada)

1. Tratamiento y extraccién de la droga vegetal

1.1 Tratamiento de la droga vegetal

a. Seleccion y limpieza

[

b. Lavado

Trozado y lavado de hojas
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c. Secado

Hojas dentro de estufa a 40 °C

d. Molienda

Peso obtenido luego de la molienda: 164,34 g

1.2 Extraccién

a. Maceracion

Proceso de maceracion
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b. Filtrado

Proceso de filtracion

c. Obtencién del extracto seco

Obtencidn de extracto seco
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SOLUBILIDAD
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PROCEDIMIENTO DE MARCHA FITOQUIMICA
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INFORME DEL ENSAYO MICROBIOLOGICO

1. Preparacion del medio de cultivo
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2. Método de preparacion del inéculo

Escherichia coli

Salmonella enterica

Comparacion con el estandar 0,5 de McFarland
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3. Inoculacion de placas

Rayas en

Siembra de placas
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Realizacion de pozos en agar con ayuda de un sacabocados

4. Preparacion de sustancias experimentales
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5. Incubacion

Incubacion de las placas inoculadas

6. Lectura de resultados

Escherichia coli

Salmonella enterica
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Anexo 8. Certificacion de la clasificacion taxondmica de Brassica oleracea (col

morada)

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ
CONSULTOR BOTANICO
C.B.P. 3796
CEL: 940 541 762
Email: jocamde@gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO. CBP 3796 — INSCRITO EN EL REGISTRO DE PRO-
FESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACIONES DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y PRO-
DUCTOS DE FLORA ~ RESOLUCION DIRECTORAL N.% 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.-

CERTIFICA:

Que, la Bachiller RODRIGUEZ PALPAN, Ruth Estrellita y la Bachiller PACHECO
HUARHUACHI, Dayan Isabel, tesistas de la Universidad Norbert Wiener, Facultad de
Ciencias de la salud, Programa académico de Medicina, con fines de investigacion para
desarrollar su tesis titulada: ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL EX-
TRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE Brassica oleracea (COL MORADA) SOBRE
Escherichia coli Y Salmonella enterica. Han solicitado la identificacién y certificacién bo-
tdnica de una planta procedente del distrito y provincia de Tarma, departamento de Junin,
donde es conocida con ¢l nombre comin de “col morada™, la muestra ha sido identificada
con el nombre cientifico: Brassica oleracea var. capitata L. Sc certifica conforme a la base
de WTropicos del Missouri Botanical Garden, adaptando ¢l moderno sistema de clasifica-
cién filogenética de las angiospermas (APG), publicado en 1998 y la actualizacion realizada
en 2016 por APG 1V. El sistema APG evita el uso de la nomenclatura taxonémica clésica
por arriba de orden. Chase Mark W. & James L. Reveal, en su sistema clasificacion filoge-
nética de plantas terrestres para acompafiar al APG I11. (2009), en sentido amplio consideran
a todas las plantas verdes en la Clase Equisetopsida. Teniendo en cuenta los datos de la base
de WiTropicos, APG I, APG IV y WFO, Brassica oleracea var. capitata presenta las cate-
gorias taxonomicas y clados siguientes:

Reino: Plantae
Divisiéon: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Rosanae
Orden: Brassicales
Familia: Brassicaceae
Género: Brassica
Espccic: Brassica oleracea var. capitata L.

Nombre vulgar: “Col morada”
Se expide la presente certificacion botanica para fines de investigacion.
Lima, 01 de junio de 2026

=%/ C.4.P, 3706
AL

JR. SANCHEZ SILVA 156 - PISO 2-URB. SANTA LUZMILA ~LIMA 07 -LIMA
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Anexo 9 Aprobacion del comite de etica

Norbert Wiener

CONSTANCIA DE EXONERACION DE REVISION ETICA
DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA E INTEGRIDAD CIENTIFICA

Lima, 19 de mayo del 2026.
Autor o Autores:
RODRIGUEZ PALPAN RUTH ESTRELLITA
PACHECO HUARHUACH! DAYAN |SABEL

Exp. N®: 1389-2026

De mi consideracion:
Es grato dirigirme a Usted para informar que el Comité Institucional de Etica e Integridad Cientifica

(CIEIC) de la Universidad Privada Norbert Wiener, tras Ia revision del expediente presentado,
DETERMINA LA EXONERACION DE REVISION ETICA del siguiente proyecto de investigacion:

Titulo del proyecto: "ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE
Brassica oleracea (COL MORADA) SOBRE Escherichia coli Y Salmonella enterica” Version Nro. 1,
aprobada por el asesor en fecha 05/05/ 2026.

La exoneracion se otorga al verificarse que el proyecto, tal como fue presentado, no involucra la
intervencion directa con seres humanos, animales de experimentacion, ni el uso de informacion
sensible que requiera consentimiento informado u otras medidas éticas adicionales.

El autor o autores deberan considerar lo siguiente;

a) La exoneracion no constituye una aprobacion ética completa, sino la determinacion de que el
proyecto no requiere revision ética integral por parte del CIEIC.

b) El proyecto debera ejecutarse exclusivamente conforme a la version presentada y evaluada.
Cualquier modificacion dejara sin efecto la exoneracién otorgada.

c) En caso de realizar ajustes o cambios al proyecto, el autor responsable debera solicitar una
nueva evaluacion ética ante el CIEIC, |a cual podra corresponder a una aprobacion de enmienda
0 a una revision ética completa, segin corresponda.

d) Llavigencia de la exoneracion es de veinticuatro {24) meses contados desde la fecha de emisidn
de la presente constancia y no sustituye ni aplica a tramites administrativos ante otras areas
institucionales, como la Jefatura de Grados y Titulos.

Es cuanto Informo a usted para su conocimiento y fines pertinentes.

Atentamente,

Mg. Angelicn Karina Minayva Galarreta
Presdente
Conmitd Mstimieresit de Frica e Integoctid Centifics
Universidad Privada Norbert Wiener

11
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Anexo 10 Carta de Aprobacion del laboratorio para la recoleccion de datos

Santa Rosa c.r..

LABORATORIO MOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

"Afo de la Esperanza y el Fortalecimiento de la Democracia"

CONSTANCIA

El que suscribe Lic. T.M, Sirl Rodriguez, Walter Aurelio encargado de supervisar el
presente trabajo de investigacion en el Laboratorio Biolégico y Analisis Clinico
Santa Rosa E.|.R.L., acepta que: Las bachilleres de la facultad de Ciencias de |la
salud, Programa académico de Medicina humana de la Universidad Norbert
Wiener, Bach. PACHECO HUARHUACH!I DAYAN ISABEL y Bach. RODRIGUEZ
PALPAN RUTH ESTRELLITA, realicen los ensayos microbiologicos de su proyecto de
tesis titulado: "ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE HOJAS DE Brassica oleracea (COL MORADA) SOBRE
Escherichia coli Y Salmonella enterica”, dentro de las instalaciones del

laboratorio.

Se expide la presente constancia a solicitud de los interesados, para los fines

correspondientes.

Lima, 09 de julio del 2026

Lic. T.M. Walter A. Siri Rodriguez
CTMP. 10808




Anexo 11 Informe del asesor del turnitin

('y-J tUrnitin  ragins de w0 Gune s e

10% Similitud general

£l 10t combinado dé todas las coincidencias. induidas las fusntes superpuestas, par ca..

Filtrado desde el informe
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